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Abstract (cz):  
V p ů ěhu ěkolika posled í h desetiletí se ostli é i  a ekto  od oze é z nich staly nejen 
edíl ou součástí práce v la o atoří h, ale začal  se i ko e č ě uží at p o t o u ak í , léči , 
e z ů a ji ý h p otei ů/peptidů. Jed í  z ejčastěji použí a ý h i ů p o e p esi hete olog í h 
p otei ů je i us ta áko é ozaik . V této práci bych se ád za ěřil a ostli é i  a na vektory 
z nich od oze é. Chtěl h je po o at s další i použí a ý i e p es í i s sté   rostlinách a 
popsat, jak by jejich výhody mohly ýt dále uží á  a zko i o á  s metodami moderního 
klonování. 
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Over the past few decades, plant viruses and vectors derived from them have become not only an 
integral part of the work in laboratories, but also began to be used commercially for the production 
of vaccines, drugs, enzymes and other proteins / peptides. One of the most commonly used viruses 
for the expression of heterologous proteins is tobacco mosaic virus. In this work, I would like to focus 
on plant viruses and vectors derived therefrom. Compare it with other expression systems used in 
plants and describe how their benefits could be further used and combined with modern methods of 
cloning. 
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Vi  jsou it o u ěč í pa azité ik oskopi ký h oz ě ů. Vžd  o sahují ukleo ou k seli u RNA 
nebo DNA) a ochranný obal (kapsid) skládající se z jed otek plášťo ého p otei u kapso e . 
Nukleo á k seli a ůže ýt jed o lák o á e o d ou lák o á, li eá í i k uho á. Rostli  jsou 
ejčastěji apadá  ssRNA i , é ě častěji ssDNA i  a je  el i zřídka dsRNA. dsDNA viry se u 
šší h ostli  e sk tují, je  u jed o u ěč ý h řas. Nejjed odušší z i ů ohou o saho at 
ukleo ou k seli u p o kódo á í pouze čt ř p otei ů, zatí o ejsložitější ohou kódo at ěkolik 
sto ek p otei ů. T a sla e, t a sk ip e i eplika e i ů p o íhá je   uňká h hostitele. Jsou totiž 
pl ě zá islé a hostitelo o e z ati ké  apa átu. Vi  dále edokáží aku ulo at ol ou e e gii a 
ejsou fu kč ě akti í i o uňk  hostitele. Nedají se p oto po ažo at za ži é o ga is . (Agrios, 
2005) 
Vi  jsou ostli ý i patoge  a způso ují často áž é ho o  e oli i óz . Mezi nejvýznamnější 
o e o ě í  E opě patří virus svinutky brambor (PLRV), Y virus bramboru (PVY) Dědič,  a 
i us šá k  š estk  (Garcia, Glasa, Cambra, & Candresse, 2014).  
Dík  ýzku u se d es a i  epohlíží je  jako a patoge . Mají totiž elké užití 
v iote h ologií h. V uží ají se apříklad p o p oduk i eko i a t í h p otei ů  rostlinách a tak 
zvanému „Molekular farming  (Yusibov, Rabindran, Commandeur, Twyman, & Fischer, 2006).  
 
Morfologie a taxonomie virů 
Velikost i ů se ětši ou poh uje ezi -500nm. E istuje ožst í k ité ií, podle kterých byl 
t oře  virový ta o o i ký st o  o sahují í t to katego ie: čeleď, od, d uh, k e , izolát. 
Ta o o ie i ů se eustále ě í podle o ý h poz atků a úpravy v systému publikuje International 
Co ittee o  Ta o o  of Vi uses ICTV  žd  jed ou ěhe  ěkolika let.  (Carstens, King, Adams, 
& Lefkowitz, 2012) 
 Ze ejdůležitější z k ité ií p o ta o o i ké uspořádá í jsou po ažo á  last osti ukleové kyseliny 
a o alo ý h p otei ů. Podle uspořádá í kapsid  ůže e ozez á at i  lák ité, o ál é, k uho ité, 
t či ko ité e o ep a idel é. Větši a i ů je o ale a pouze jed í  kapsido ý  p otei e , ale 
existují i viry s kapsidou t oře ou í e o alo ý i proteiny. Za zmínku v to to případě stájí i us 
mozaiky vigny CPMV . Na ozdíl od ětši   la o atoři ěž ě použí a ý h i ů je CPMV o ale  
d ě a d uh  o alo ý h p otei ů. (Wellink & Van Kammen, 1989) 
 U ěkte ý h i ů je kapsida a í  h á ě a lipido ou d ou st ou, tako ý to i ů  říká e i  
obalené. (Lucas, 2010) 
Co se týče last ostí ge eti ké i fo a e, ůže e i  ozdělit podle d uhu ukleo é k seli  a 







Život í cyklus rostlinných virů 
Ži ot í klus i ů, jakožto ostli ý h pa azitů se skládá ze d ou základ í h fází. P í fází je 
ože í i u a jeho šíře í  ostli ý h pleti e h, zatí o d uhou fází je přenos viru z rostliny na 
rostlinu. 
 
M ože í viru a šíře í v rostli ě 
Po stupu do uňk  do hází k u ol ě í ukleo é k seli  z ílko i ého o alu a zahájí se eplikač í 
fu k e i u. T  se liší podle toho,  jaké fo ě á da ý i us ulože ou ge eti kou informaci. 
U (+)ssRNA i ů do hází k translaci a k t oře í egati ího lák a. To pak slouží jako te plát p o 
tvorbu vláken pozitivních. Zatímco u (- ssRNA usí i us ejdří e užít s é last í pol e áz  p o 
t oře í poziti ího lák a. (Banerjee, 1987) 
dsDNA i  t ářejí v jádře i i h o ozo , ze kte ý h je t a sk i o á a RNA. Ta se t a spo tuje 
do toplas  e o je po o í e e z í t a sk ip e přepsá a a dsDNA.  
U ssDNA i ů p o iká ssDNA do jád a uňk , kde je dosyntetizováno druhé vlákno. Vzniká tak 
minichromozom, který je replikován a exprimuje plášťo ý p otei , kte ý o aluje z ikají í ssDNA. 
(Monsalve-Fonnegra, Argüello-Astorga, & Rivera-Bustamante, 2002) 
Šíře í i u po ostli ě p o íhá a d ou základ í h ú o í h. Na k átkou zdále ost z uňk  do 
uňk  a a dlouhou zdále ost z o gá u do o gá u .  
Na k átkou zdále ost se šíří i io  hla ě po o í plas odes at. Tě i se ůže i us šířit e fo ě 
RNA, nukleop otei o ý h ko ple ů e o elý h i oplaz at, ož jsou st uktu  od oze é od 
endoplasmatického retikula, ve kterých probíhá proces replikace viru. (Osman & Buck, 1996)  
Plasmodesmata šak ejsou žd  p o šíře í i u dostateč ě ši oká a p oto e istuje u i ů ěkolik 
st ategií, jak to uto t a spo tu po o i. Příklade  tě hto st ategií je apříklad ozšíře í 
plasmodesmat pomocí movement proteinu (Howard, Heppler, Krishnamurthy, Payton, & Verchot-
Lubicz, 2004), vzniku proteinového kanálku (Kasteel, Wellink, Goldbach, & Van Lent, 1997) nebo 
t oře í ko ple u s o e e t p otei e , kte ý je e ší ež i o á části e (Beachy & Heinlein, 
2000).  
Šíření a dlouhou zdále ost p o íhá hla ě skrze floé . Při šíře í a dlouhou zdále ost se i us 
ůže sk to at, ale i ožit e ětši ě částí ostli . Někte é z částí bývají zpravidla nenapadeny. 
Příklade  jsou apikál í e isté , kte é ý ají apade  je  el i zřídka. Je to p a děpodo ě 
zapříči ě o hlostí děle í a epříto osti odi ý h pleti . 
 
Pře os viru z rostliny na rostlinu 
P o pře os ezi ostli a i bývá důležité e ha i ké a uše í u ěč é stě  a plas ati ké 





k to uto účelu ekto  čili pře ašeče. Pře ašeče  ůže ýt h z, hlíst, hou a, ale i pa aziti ká 
rostlina. (Andret-Link & Fuchs, 2005) 
Podle vztahu ekto u a i u ůže e ozdělit i  a epe ziste t í a pe ziste t í.  
Nepe ziste t í i  se ážou a úst í úst ojí pře ašeče a edo hází k šíře í a i ože í i u ve 
vektoru. Vi us ůže ýt pře ese  a o ou ostli u již ěhe  ěkolika i ut, ale s hop ost pře osu 
ekto  čase  zt atí. 
Pe ziste t í i  ohou ýt ekto e  pře ese  až ěhe  ěkolika hodi  či d ů. Vi us se totiž e 
ekto u šíří a ěkd  i oží. Jak ile i us přejde do těla pře ašeče, je pře ašeč s hope  šířit i us po 
z tek s ého ži ota a ůže ýt pře os ý i a jeho poto st o. Musil, K íčala, & Leško á,  
Vi , kte é ejsou pře áše  ekto  se do uňk  ohou dostá at pasi ě. Pasi í estou ůže ýt 
apříklad mechanický kontakt po a ě ý h částí ostli  a po o í zah ad i kého áči í, vegetativní 
oz ožo á í ostli , ale také p ostřed i t í  se e  e o p lu. (Johansen, Edwards, & Hampton, 
1994) 
 
Virus tabákové mozaiky 
Virus tabákové mozaiky (TMV) je nejdéle známým druhem viru a dá se po ažo at za 
ejp ozkou a ější i us ů e . Má jed odu hou t či ko ou st uktu u a jeho ge o  je ulože   
(+)ssRNA. Taxonomicky ho řadí e ezi Vi ga i idae, od Tobamovirus. 
TMV stál u sa ého počátku i ologie, za kte ý ůže e po ažo at rok 1892, kdy Hola ďa  Ma ti us 
Beijerink publikoval svou práci. P o edl pokus, při kte é  e t aho al šťá u z akaže é ostli  a 
procedil ji velmi jemným filtrem, tím  e ěl  p ojít žád é části e dosahují í elikosti akte ií. Tuto 
šťá u použil k i fiko á í další h ostli . A jelikož ostli  infikované takto získanou tekutinou 
kazo al  z á k  akaže í stej ý  patoge e , usoudil, že se usí jed at o části e e ší ež jsou 
bakterie. O šťá ě ho ořil jako o „contagious living fluid.  Což  se dalo přeložit jako akažli á žijí í 
tekutina a pro její popsá í použil slo o „virus  (Z latiny „jed ). (Beijerinck, 1898) 
Virus mozaiky tabáku má mnoho vlastností, díky kterým je ideálním modelovým organismem. 
Nakaže é ostli  p odukují tako é ožst í TMV, že i kluz í tělíska k stali ký h i io ů jsou 
v infikovaných listech viditelná pod elektronovým mikroskopem. P o pře os TMV e í ut ý h z, 
a i žád ý ji ý ekto . Pře áší se pouhý  ko takte  po a ě ý h íst. Vi us za aňuje  ostli ě 
rozvoji chloroplastů a tí  způso uje rostli ou zak ělost iz. o . ) a typický mozaikový vzor na 




































Obr. 1: (A) Zdravá rostlina 
B  Rostli a akaže á TMV 
Pře zato (Allard, 1914) 
 
TMV je a í  sil ě sta il í i us, kte ý  i  it o pod í ká h d ží ži otas hop ý eli e dlouho. 
Například čiště ý i us ůže při teplotě °C d žet až  let. Jeho sta ilita plý á z hustoty virových 
části . (Scholthof, 2003) 
V histo ii e istuje oho o je ů, ke kte ý  se došlo za po o i viru tabákové mozaiky. TMV byl 
prvním z rostliny chemicky vypurifikovaným virem (Bawden, Pirie, Bernal, & Fankuchen, 1936), byl to 
první virus vizualizovaný v elektronovém mikroskopu (Kausche, Pfankuch, & Ruska, 1939), RNA TMV 
la použita při pokuse h dokazují í h, že ukleo é k seli  jsou ositelka i ge eti ké i fo a e a 
že pouhá RNA stačí k infikování rostliny virem (Fraenkel-Conrat, 1956) a u TMV byl poprvé v historii 






Obr. 2: Mozaikový vzor na listu mladé rostliny 





Genom mozaiky tabáku je dlouhý při liž ě , k . Nese genetickou informaci pro 4 polypeptidy. A to 
p o pol e ázu, kte á je kódo á a d ě a ote ře ý i čte í i á i, poh o ý p otei  MP  a 
obalový protein (CP). Na 5  ko i je eth lo á čepička. Na  ko i ajde e  ukleotidů dlouhou 
3 NTR oblast, kte á ekóduje žád ý p otei  a post ádá pol A  sek e i. (Zaitlin, 1999) Sleat, a další, 











Obr. 3: Genom TMV 






Virová částice TMV a její assembly 
Vi o é části e TMV ají jed odu hý t či ko itý t a  o dél e při liž ě  a p ů ě u 8nm. 
U itř se a hází e t ál í ot o  o p ů ě u . Nukleo á k seli a je helikál ě stoče á u itř 
proteinového obalu s p ů ě e  -8nm. (Lauffer, 1944)   
Na RNA jsou navázané p otei o é podjed otk , kte é ají stej ě stoče ou strukturu jako nukleová 
kyselina. (Klug A. , 1979) (viz obr. 4) Vi o á části e o sahuje RNA o dél e  ukleotidů a a každé 
tři ukleotid  se áže jed a p otei o á podjed otka. To odpo ídá při liž é u počtu  
podjednotek na jed u i o ou části i (Butler P. J., 1999) 
 
 
O . : St uktu a TMV části e 
Pře zato a up a e o (Caspar, 1963) 
 
Vi o á části e z iká ěhe  p o esu asse l  e oli s alo á í. Běhe  tohoto procesu spolu 
interaguje virová RNA a podjednotky obalového proteinu (CP). 
Pro zahájení procesu assembly je zásadní, aby z proteinových podjednotek vznikly tzv. 20S disky. 
Každý disk je t oře   podjed otka i a p o es jeji h z iku je zá islý a hod otě pH p ostředí. 
Ideální pH pro tvorbu 20S disků je eut ál í. Kole  hod ot  pH  se při liž ě % CP a hází e 
fo ě S disků. Z lý h % bývá rozptýleno ve fo ě S ag egátů A-p otei ů  (Butler, Bloomer, & 
Finch, 1992) V mí ě zásadité  p ostředí pře ažují e ší shluk  A-p otei ů. V p ostředí í ě 
kyselém se CP shlukují do formy single helixu. (viz. obr 5) (Klug A. , 1999) Na oz ezí ej ětšího 




washer struktury na samotném assembly nepodílejí, mohou se z nich složit i us like pa tikles, kte é 
neobsahují RNA a nemají proto definovanou délku. (Butler & Klug, 1978) 
RNA ta áko é ozaik  á po líž s ého 3  konce origin of assembly(OAS). OAS je orientován ve 
s ě u →  a je dlouhý při liž ě  ukleotidů. V t áří láse ko itou st uktu u, na které najdeme 
charakteristickou sekvenci AAGAAGUCG. Tato sekvence hraje důležitou roli během iniciace 
assembly. Je totiž jako první rozeznávána při vazně disků na RNA. (Turner, Joyce, & Butler, 1988) 
(Zimmern, 1977) 
Vzniklá vlásenka je vtahována do centrálního otvoru S disku. O a ko e RNA č í ají z centrální 
duti  a stej é st a ě (viz obr. 6). P odlužo á í p o íhá a o ou ko í h RNA, jen s rozdílnou 
rychlostí. Připojo á í p otei o ý h disků je hlejší a  konci. Po a ázá í z ě í každý S disk 
svou konfor a i a lo k ashe  fo u, kte á u ožňuje těs é a ázá í disku a z ikají í části i.  
Růst části e se zasta í až e h íli, kd  je elá části e o ale a p otei . (Dimmock, Easton, & Leppard, 
















Obr. 5: Diag a  z ázo ňují í shluko á í podjed otek o alo ého p otei u  závislosti na pH. 
V k esle é h a i e z ázo ňují při jaký h pod í ká h se o je ují ětší d uh  ag egátů. Nez a e á to 
šak, že  še h  e ší d uh   to to oka žiku zcela vymizely. 







Obr. 6: Model asse l  TMV části e. 
(a) Vtahování vlásenky do centrálního otvoru prvního disku. 
(b) Začle ě í RNA ezi st  o alo ý h p otei ů a z ě a ko fo a e disku. 
(c) 5  ko e  RNA p o hází zpět e t ál í  ot o e , t áří tak t a elli g loop, a kte ou se  rychlém 
sledu áží další disk . (Váží se i a  konec, jen pomaleji) 
Pře zato a up a e o (Cann, 2012) 
 
 
Rostlinné expresní systémy 
Rostli é e p es í s sté  ají op oti ji ý  d es uží a ý s sté ů  oho nesporných výhod. Za 
jednu z výhod ůže e u čitě po ažo at e u. Ta je op oti ji ý  s sté ů  el i ízká hla ě k ůli 
nákladů  na kultivaci rostlin. Rostli á  totiž stačí přísu  základ í h i e álů, s ětla a od  p o 
še h  požado a é iologi ké fu k e. Rostli  dokáží p oduko at po ě ě elké ožst í 
rekombi a t í h p otei ů za elati ě k átkou do u. P odukují elké ožst í io as  a p oto jsou 
vhod é i p o olekulá í fa aře í v pol í  ěřítku. (Fischer & Emans, 2000) 
Další ýhodou je jistě fakt, že ostli é uňk  jsou a ozdíl od akte iál í h u ěk euka ot í a 
p oto u i h e istují důležité post-t a slač í odifika e (glykosylace, fosforylace atd). I kd ž zde je 
důležité z í it, že e še h  post-t a slač í odifika e ostli  jsou totož é s modifikacemi 
ži očiš ý i. Například N-glykosylace probíhající v e doplas ati k  etikulu je totož á u ěkte ý h 
ostli  i ži oči hů, ale ásled á N-glykosylace  Golgiho apa átu již ede k jiným zo ů . 
V ěkte ý h případe h ozdíl  gl kos la i e ě í last osti p oduktu a e í p oto překážkou. 
Va ue o, a další,  Pokud  ale překážkou la, existují dnes rostliny s upravenými post-
t a slač í i d ahami. Příklade  je apříklad sta il ě ge eti k  odifiko a á ostli a N. 
e tha ia a ΔXF, jejíž N- gl kos lač í  dráha byla upravena tak, aby  N-gl ka  gl kop otei ů  





Při p oduk i eko i a t í h p otei ů  p oka ote h je potře a odst a it i stopo á ožst í 
e doto i ů pocházející z u ěč ý h stě  bakterií. T  totiž ohou způso o at el i e ezpeč é 
odpo ědi i u it ího s sté . M ožst í euka ot í h p otei ů se a í   bakteriích produkuje 
v de atu o a ý h fo á h. Odst aňo á í e doto i ů i zp a o á í de atu o a ý h fo e  p otei ů 
jsou el i áklad é p o es , kte ý   se dalo předejít ah aze í  p oka ot í h e p es í h 
systémů s sté  ostli ý i. (Chen, Casini, Harrison, & Garcea, 2001) U rostlin se nemusíme bát 
příto osti sa čí h patoge ů apříklad i ů  a i to i ů. 
Překážkou p o použí á í še h e p es í h s sté ů je žd  ákladná purifikace. Její cena je sice u 
ětši  uží a ý h s sté ů podo á, ale ýhodou rostlin v otázce purifikace by mohla být exprese 
eko i a t í h p otei ů  jedlý h částe h ostli . T   pak ohl  ýt podá á  o ál ě ez 
potře  dalšího složitého zp a o á í. Takto připravená biofarmaceutika by mohla být distribuována 
e fo ě se e , hlíz a plodů. Velmi by po ohla při sklado á í p oduktů e o při pře ozu a podá á í 
léči   oz ojo ý h ze í h. Sala, a další,  
Již d es se uží á ostli ý h e p es í h s sté ů p o p oduk i ěkte ý h a t hu dostup ý h 
fa a eutik. Například  Ka adě p oduko a ý hi udi , p otei  pijavic za aňující s áže í k e 
(Giddings, Allison, Brooks, & Carter, 2000), dále pak Taliglucerasa alfa, lék p o léč u Gau he o  
choroby produkovaný v u ěč é suspe zi k e (Grabowski, Golembo, & Shaaltiel, 2014), TrypZean, 
eko i a t í o i í t psi  p oduko a ý  kukuři i (Krishnan & Susan, 2014) nebo ZMapp, 
ko i a e tří p otilátek p oduko a ý h  Ni otia a e tha ia a, kte é slouží jako edika e t 
proti Ebole. (Chen & Davis, The potential of plants as a system for the development and production 
of human biologics, 2016) 
A  se ohl  ostli é e p es í s sté  uží at  ši ší  ěřítku, je potře a řešit otázku 
ezpeč osti. Veřej ost á strach z úniku tra sge í h o ga is ů do pří od , ale i z dopadu na lidské 
zdraví. K úniku celé t a sge í ostli  do pří od  ůže dojít sk ze egetati í oz ožo á í, ale i po 
ú iku t a sge ího p lu e o se e . Při tako é  ú iku  ohlo dojít ke zkříže í GMO 
s pří uz ý i d uh . E istuje d es ožst í zkou a ý h postupů, jak se s tímto problémem 
pořádat a t ořit o ej ezpeč ější GMO. Mezi zkouma é etod  d es patří apříklad uží á í 
genové nekompatibility, sa čí ste ilit , ko t ol  do a e, ostli é autoga ie e o 
se e ažed ý h ge ů. Stoge , a další,   Bezpeč ý p l  se dal zajistit t a sfo a í 
plastidového genomu namísto genomu jaderného. Při plastidové transformaci nehrozí riziko úniku 
t a sge ího p lu, p otože se iauto o í o ga el  se u ětši  d uhů dědí je  ate ál ě. 
(Daniell, Datta, Varma, Gray, & Lee, 1998)  Jedním z dopadů a lidské zd a í při ko zu a i ge eti k  
modifikovaných plodin by mohly ýt epři ěře é ale gi ké eak e. Je eli e těžké předpo ědět, zda 
ude p otei  ale ge e  a základě st uktu  e o uspořádání aminokyselin. I přes přís é testo á í 
každého ge eti k  odifiko a ého o ga is u se žd  ůže ajít pá  jedi ů, kteří udou a o é 
látk  ale gičtí. Na d uhou st a u, etod  ge eti kého i že ý st í Například ge e sile i g   se 
dal  užít p o loka i ale ge ů  rostlinách. (Weil, 2005) 
E istují d a základ í d uh  e p ese p otei ů  rostlinách. A to exprese stabilní a transientní.  





Stabilní rostlinná exprese 
P o t oře í sta il ího e p es ího s sté u je ejdří e ut é modifikovat genom rostliny a to 
lože í  genu p o požado a ý p otei u do ge o u jád a e o plastidu ostli é uňk . Z takto 
t a sfo o a é uňk  je posléze pomocí tech ik tkáňo ý h kultu  pěsto á a celá transgenní 
ostli a.  Pokud začle ě ý ge  zůsta e  ge o u ostli , je pak předá á  a poto k  dle 
ge eti ký h záko ů. Nevýhodou sta il í e p ese op oti t a sie t í je délka elého p o esu, ěhe  
kte ého je potře a přip a it transgenní rostlinu.  
Existují dva základní druhy stabilních rostlinných expresí. A to exprese jaderná a plastidová. 
Plastido á e p ese á op oti jade é ěkolik ýhod. V ostli ě se a hází ětši ou elké ožst í 
plastidů a p oto ůže ýt po sp á é  a ože í t a sfo o a ý h plastidů očeká á a sil ější 
exprese. Exprimované proteiny se kumulují v plastidech, díky tomu se dají produkovat i proteiny pro 
rostli  to i ké. U plastidů je ge  kládá  žd  do stej ý h íst a té ěř u i h edo hází ke gene 
silencingu. Zatí o při kládá í do jád a se ge  začleňuje áhod ý  způso e . (Scotti, Rigano, & 
Cardi, 2012)  Plastido á e p ese je také ezpeč ější, p otože t a sfo o a é plastid  se dědí jen 
ate ál ě, ož á za ásledek ezpeč ý p l eo sahují í t a sge í plastid . (Daniell, Datta, 
Varma, Gray, & Lee, 1998)   Nevýhodou plastidové exprese je naprostá epříto ost euka ot í h 
post-t a slač í h odifika í p otei ů. Nehodí se p oto p o p oduk i p otei ů, které tyto modifikace 
žadují. Příp a a plastido é e p ese je ohužel el i á oč á. Je potře a selekto at uňku, kte á 
bude mít jen transformované chloroplasty. Wild-t pe plastid  se totiž  uň e oží hleji a uňka 
čase  zt atí s hop ost e p i o at htě ý p otei . (Daniell, Khan, & Allison, 2002) 
E istují d a ejpouží a ější postup , jak přip a it transgenní rostlinu pro stabilní expresi. Metoda 
Biolisti ká e o etoda uží ají í Ag o a te iu  tu efa ie s.  
Biolisti ká etoda je hod á p o áše í ge u do jade ého, ale i plastido ého ge o u. Metoda se 
p o ádí tak, že se ge eti ký ate iál e há a so o at a ko o é části e ejčastěji zlaté nebo 
olf a o é  a tě ito části e i je po o í ge o é pistole o a do á a ostli á uňka. DNA se 
v uň e z části  u ol í a ůže se začle it do ge o u. Posléze p o íhá selek e u ěk, do kte ý h se 
sp á ě začle il požado a ý ge  a t  se ásled ě kulti ují. (Maenpaa, Gonzalez, Ahlandsberg, & 
Jansson, 1999) (Kikkert, Vidal, & Reisch, 2005)  
Metoda uží ají í A. tumefaciens je vhodná jedi ě p o e p esi jade ou. Sa ot á A. tu efa ie s je 
gram-negativní bakterie vyskytující se v půdě. Jako rostlinný patoge  apadají í d oudělož é ostli  
je z á á od počátku . století, ale p o ge o é i že ý st í se uží á je  posled í h  let. Bakterie 
obsahuje T-DNA t a sfe , kte á se ěhe  i fekč ího p o esu začle í do jade ého ge o u 
ostli é uňk . T-DNA je součástí Ti-plasmidu. V apade é uň e je po štěpe í z Ti-plasmidu 
dop a e a do jád a, kde se ůže áhod ě i teg o at do jade ého ge o u uňk . V pří odě 
způso uje T-DNA z ýše ou e p esi ůsto ý h ho o ů Au i  a toki i , ož á za ásledek ůst 
ádo ů. Chilto , a další,  Běhe  t áře í požado a ého s sté u se ejp e přip a í 
odifiko a á akte ie, do jejíhož T-DNA se loží požado a ý ge . Tě ito odifiko a ý i akte ie i 
se posléze infikuje rostlina, do jejíhož ge o u se T-DNA zakomponuje na náhodné místo. Z každé 
i fiko a é uňk  se ůže ásled ě pěsto at elá t a sge í ostli a. K ůli ůz ý  začle ě í  do 
ge o u ostli  ůže z ikat ůz é ožst í a ia il í h li ií s ůz ý  stup ě  e p ese. 




Pro práci v la o atoři se použí ají up a e é k e  A. tu efa ie s. Mimo jiných modifikací v Ti 
plas idu tě to k e ů  h í o last T-DNA. Ta je jim dodávána ve fo ě i á ího ekto u. (Lee & 
Gelvin, 2008) 
 
Transientní rostlinná exprese 
Příp a a t a sgenních rostlin p o sta il í e p esi je často el i zdlouha ý p o es. Op oti to u je 
t a sie t í e oli pře hod á e p ese ohe  hlejší, é ě á oč á a často p odukuje i ětší 
ožst í požado a ého p otei u. 
E istují d a uží a é postup  p o příp a u t a sie t í ostli é e p ese. A to agroinfiltrace a užití 
i o ý h ekto ů. 
Při ag oi filt a i se ge  p o požado a ý p otei  kládá do jade  je  ěkte ý h u ěk  ostli ě. 
Me ha i k  se to p o ádí tak, že se vpravuje suspenze A. tumefaciens nesoucí binární vektor do 
ezi u ěč ý h p osto  listů. V i h do hází k pře hod é e t a h o ozo ál í e p esi. Integrace do 
DNA á el i alou p a děpodobnost a proto exprese z í eh aje té ěř žád ou oli. Metoda 
způso uje  ostli ě soký stupeň e p ese požado a ého p otei ů za po ě ě k átkou do u, e í 
ale o  hod á p o ko e č í uží á í, jelikož k ge e sile i gu do hází již po ěkolika d e h. 
Che , a další,  
 
Virové vektory 
Rostli é i  jsou dík  s ý  last oste  hod é p o t o u i o ý h ekto ů. Díky rychlosti jejich 
ži ot ího klu se dá spoleh out i a po ě ě hlou p otei o ou e p esi. Vi  se do edou 
v ostli ě šířit a exprese proto neprobíhá jen v e ha i k  a ý h uňká h. Další ýhodou je 
u čitě ši oký ok uh hostitelů, kte ý á  do oluje užití stej ého ko st uktu p o e p esi  ůz ý h 
rostlinných druzích. Díky schopnosti ěkte ý h i ů koi fiko at ostli ou uňku, a iž  ezi se ou 
ko petito al , ůže e užít i o é ekto  p o e p esi d ou p otei ů v jed é ostli ě. Příklade  
ůže ýt e p ese lehkého a těžkého řetěz e p otilátk . Te to způso  á ohe  ětší ýtěžk  ež 
kd  l  o a p otei  e p i o á  po o í ekto ů od oze ý h od stej ého i u. (Verch, Yusibov, 
& Koprowski, 1998) 
Pro e p esi po o í i o ý h ekto ů  ostli á h se ejčastěji uží ají ge o  od oze í od + ssRNA 
i ů TMV, CMV atd. , i kd ž se  posledních letech pracuje na virových vektorech odvozených od 
ssDNA i ů, hla ě ge i i ů. U ge i i ů je ale problém (mimo jiného) s štěpe ím ssDNA z T-DNA. 
Proto je ut é do u ěk p a o at ag oi filta í také e p es í kazetu p o Rep p otei , kte ý štěpe í 
zajistí. (Hefferon, 2014) 








Vektory první generace 
 
Exprese pomocí virových ekto ů p í ge e a e (strategie „full virus ) je založe a na lože í ge u 
p o požado a ý p otei  do ge o u ji ak eup a e ého i u. E istují d ě ož osti jak e p i o at 
protei  po o í ekto ů p í ge e a e. Buď se čte í á e  p o požado a ý p otei  u ístí pod i o ý 
promotor a e o se u ístí do ge u p o o alo ý p otei . Pokud je čte í á e  u ístě  sepa át ě, 
z iká při e p esi sa ot ý p otei . V d uhé  případě z ikají i o é části e p eze tují í p otei  a 
s é  po hu iz o . . Takto přip a e é i io  jsou často oz ačo á  jako hi é . 
P otei /peptid p eze tují í části e jsou užitel é jako pote io ál í o é ak í  a to z toho 
dů odu, že příto ost a tige ů a po hu ůže z ýšit i u oge itu o ga is u. (Yusibov, 
Rabindran, Commandeur, Twyman, & Fischer, 2006) 
¨ 
 
O . : Mož é e p ese eko i a t í h p otei ů po o í i o ý h ekto ů první generace 




P o sa ot é i fiko á í ostli  se použije e kapsido a ý i io  e o i  it o přip a e á i o á RNA 
smíchaná s ka ide  kře íku. Te  slouží jako us ý ate iál a při a áše í a list způso uje d o á 
po a ě í, kte ý i se ůže i us dostat do ostli . Příp a a a p o ede í i fek e je fi a č ě a 
te h i k  á oč é. Vi o é ekto  p í ge e a e ale t ářejí fu kč í části e a tak se dá užít i již 
infikovaného pleti a p o i fek i další h ostli  a tí  s ížit áklad .  
Vi o é ekto  p í ge e a e ají ěkolik e ýhod, kte é edl  ke z iku i o ý h ekto ů d uhé 
ge e a e. I kd ž se i   ostli é  s sté u šíří, ei fikují še h  uňk  a tí  se s ižují 
potencionální výnosy. Sil ý  o eze í  p o ekto  p í ge e a e je a i ál í elikost i ze tů. 
Pokud je i ze t o  elký, dojde ětši ou ke zt átě části e o elého t a sge u. A esa i, a další, 




špat é s alo á í i o ý h části . A jelikož je za ho á a s hop ost t ořit i o é části e, jsou ekto  
p í ge e a e e ezpeč é k ůli ož é u ú iku do pří od . (Gleba Y. K., 2007) 
 
Vektory druhé generace 
Vektory druhé generace neboli dekonstruované virové ekto  jsou založe  a odst a ě í části 
virového genomu a jeho ah aze í  požado a ý  ko st ukte . Pokud  posléze h ěl  ěkte é 
z odst a ě ý h fu k í i u, dají se nahradit pomocí transgenních rostlin nebo pomocnými viry. Pro 
i i ia i i o é i fek e se u ekto ů d uhé ge e a e použí á A. tumefaciens, která nese ve svém         
T-DNA rekombinantní virus. Vi o á RNA se posléze t oří z DNA až  ostli ě. Tato metoda 
ko i uje ýhod  tří iologi ký h s sté ů: sokou t a sfekč í úči ost Ag o a te ia, hlost a 
sil ou e p esi i ů a nízkou cenu a post-t a sk ipč í odifika e ostli .  
Po vpravení T-DNA ep eze tují í ge o  + ssRNA i u do jád a uňk  do hází k transkripci. Vzniklý 
t a sk ipt, kte ý  ěl ýt t a spo to á  do toplas , je i fekč í i o ý ge o . Ži ot í klus 
(+)ssRNA i ů se ale ěž ě eodeh á á  jádře, jen v toplas ě. Je p oto často ut é opti alizo at 
i o ý ge o  p o zajiště í ezp o lé o ého transportu z jádra do cytoplasmy.  
Pro vektory druhé generace není potře á t o a části  a často a i poh  ezi uňka i. I fek e je 
dosaže o po o í akuo é ag oi filta e Ag o a te ie , při kte é jsou elé ostli  e o její části 
po oře a do zředě é suspe ze akte ie za s íže ého tlaku. Tento postup se nazývá magnifekce (viz 
obr. 8) 
Vekto  d uhé ge e a e překo ají ekto  ge e a e p í  otázká h i fekč osti, elikosti i ze tů i 
ezpeč osti. I kd ž jsou ale ekto  d uhé ge e a e ezpeč ější etodou, ehodí se k ůli 
Ag o a te iu p o ko e č í pěsto á í a ol é  poli a ohou se uží at je   hlídaných sklenících. 

























O . : Ko e č ě uží a ý postup magnifekce 
Pře zato a up a e o (Gleba Y. K., 2007) 
 
 
Vektory odvozené od TMV 
Virus tabákové mozaiky l jako p í použit p o zkou á í ož osti uží á í i o ý h ekto ů pro 
e p esi p otei ů a do d eš í h d ů zůstá á ejčastěji použí a ý  i e . Nabízí mnoho výhod, díky 
kte ý  je tak často uží á  p o t o u i o ý h ekto ů. R hle se oží, á po ě ě elký ozsah 
hostitelů, části e TMV jsou velmi stabilní, v apade ý h ostli á h se oží do soký h tit ů, 
i fek e TMV ůže d žet po celou do u ži ota ostli  a jeho ge o  je jed odu hý a důklad ě 
prozkoumaný. Shi p asad, a další,  
Od TMV jsou odvozeny vektory první generace i generace druhé. Vektory první generace mají 
še h a výše z í ě á omezení, ale i přesto se e s ětě použí ají i v pol í  ěřítku. Příklade  je 
závod na zpracování infikovaného tabáku v Kentucky. 
Výzkum se ale poslední dobou více přiklá í k ozšiřo á í poz atků ohled ě ekto ů d uhé ge e a e. 
B lo zjiště o, že se e p ese po o í TMV ekto ů až ěkolika áso ě z ýší posu utí  ORF cizího 
ge u líže k ′ kon i ge o u a až áso ě z ýší, kd ž je přito  i odst a ě  ge  p o o alo ý 
protein. (Lindbo, 2007) 
P í ekto  d uhé ge e a e l  od oze  p á ě od TMV, jed alo se o s sté  MagnIcon od 
společ osti ICON Genetics. Na p á i se ej ýz a ěji podílel Dr. Gleba a jeho spolupracovníci. 
Součas ě a hli způsob infekce zvaný magnifekce (viz obr. 8) (Gleba, Marillonnet, & Klimyuk, 2004) 
Pomocí MagnIconu je apříklad přip a o á  lék proti ebole, ZMapp. Jed á se o s ěs tří 
monoklonálních protilátek produkovaných pomocí virového vektoru odvozeného od TMV v listech 




Jako další příklad , při kte ý h l p o e p esi užit ekto  od oze ý od TMV h ohl u ést 
apříklad produkci vakcín proti pa de i ké hřip e (Petukhova, Gasanova, & Stepanova, 2013) a 
e o e p esi ale ge ů z p a ho ý h oztočů, kte é  se  udou u s ad dal  použít p o diag ostiku 
astmatu a následnou imunoterapii. (Li, Jiang, Guo, & Liu, 2013) 
 
 
Golden Gate klonování 
Metoda Golde  gate á s é počátk   roce 1996, kdy byla popsána metoda p o úči é klo o á í 
jakékoli sekvence DNA do míst u če í ez o eze í při oze ě se sk tují í h est ikč í h míst. 
(Padgett & Sorge, 1996)  
Op oti ěž ě použí a ý  klo o a í  etodá , kte é jsou ji ak p už é a po ě ě efekti í, 
epřidá á etoda Golde  Gate do klo o a ého ge o u žád é z teč é aminokyseliny navíc. 
Strategie Golden Gate je založe a a užití IIS est ikč í h e z ů, kte é štěpí i o ozpoz á a í 
sekvence. Tí  t ářejí  ' e o ' DNA přesah , které, pokud lo še sp á ě a že o, ohou 
sloužit jako su hý zip p o ásled ou liga i. Liga e se d es ejčastěji p o ádí za po o i T  ligázi e 
spojení s PCR. Golde  Gate je u i e zál í a dá se použít p o jed odu hé klo o á í, při kte é  jde o 
spoje í je  d ou částí ge o u, ale i p o skládá í ětšího ožst í f ag e tů  jedné reakci. Tato 
etoda  ohla ýt el i užiteč á při t áře í i o ý h ekto ů. (Luo, Lin, Bolund, & Sørensen, 
2014) 
O . : S hé a ož ého Golde  Gate, při kte ém byly v jed é eak i lože  a ekto  d a 
fragmenty. 





Další využití TMV v Biotechnologiích 
Jak už lo ěkolik át z í ě o, á i us ozaik  ta áku ožst í last ostí, dík  kte ý  je ideálním 
la o ato í  o ga is e . Ne í p oto přek apují í, že se d es uží á  oha ěd í h dis iplí á h 
a e je  p o p otei o ou e p esi. U edl h přiklade  d a  d eš í do ě sil ě se oz íjejí í ěd í 
obory a to nanotechnologii a medicínu. 
 
Nanotechnologie 
Struktura a sk ělá sta ilita dělá z TMV části e ý o ý te plát p o t o u a očásti . P í 
a očásti e l  z TMV t oře  oku  a to po o í i e aliza e kapsid . (Shenton, Mann, 
Douglas, Young, & Stubbs, 1999). Dnes se t oří a očásti e hla ě a ázá í  ko o ý h části  a 
i o ou kapsidu TMV a e o se e pe i e tuje s t oře í  pol e o é st  a její  po hu.  
V případě ko o ý h části  se ejčastěji uží ají slouče i  stří a, zlata a plati . Katio t stří a se 
áže do itř í části e t ál í duti , zatí o anionty obsahující zlato a platinu (AuCl4- a PtCl62-) 
upřed ostňují ější po h i o é části e. (Dujardin, Peet, Stubbs, Culver, & Mann, 2003) 
Na očásti e t oře é po o í TMV ají užití hla ě  elektrotechnice. Bý ají sta il í a do ře 
odi é. P o lepše í last ostí a očásti í jako odičů ohou ýt i  ge eti k  odifiko á . 
(Fonoberov & Balandin, 2005) Byly použit  apříklad p o t o u a o ag eti ký h ate iálů a e o 
jako elektrody při ý o ě lithio ý h ik o ate ií. (Pomerantseva, Gerasopoulos, Chen, Rubloff, & 
Ghodssi, 2012) 
 
Využití v edicí ě 
Viry TMV a virové vektory z nich přip a e é ají  edi í ě užití pro tvorbu vakcín. Mi o ěž é 
e p ese ohou sloužit apříklad k ý o ě již ýše z í ě ý h jedlý h ak í  e p ese  jedlé části 
rostliny) a nebo jako antigen presentující systém, kdy virus TMV nese na povrchu svého kapsidu 
antigen.  
K o ě tě hto užití  se ohl TMV uží at při he ote apeutii. A to jako t a spo t í části e p o 
targeted delivery chemoterapeutické medikamenty. Látka  la dop a o á a do postiže ý h 
u ěk a to dík  last osti i u pří o p o ikat do sa čí h u ěk. Tento proces se zatím v edi í ě 







Virus tabákové ozaik  je zkou á  už od samého počátků i ologie a i přesto se o ě  doz ídá e 
eustále o é i fo a e, a základě kte ý  ůže e sta ět o é postup  p o ge eti kou iologii, 
ale i p o a ote h ologii a ji é ěd í o o . 
Zkou á í TMV, jeho ži ot ího klu a e p es í h d ah á  ůže po o i o jasnit mnohé doposud 
nepochopené biologické procesy. TMV je výborným modelovým organismem, ale poznatky získané 
jeho zkou á í  se dají často apliko at i a i , se kte ý i  la p á e  la o atoři ohe  
složitější.  
P o další uží á í TMV ude  budouc u důležité p ostudo at p o es  asse l  a diasse l  
v podmínkách in vi o. Kd ž ude e lépe z át p o es  s alo á í i o é části e, ůže e zajistit lepší 
p e e i a do udou a á  to ůže přispět k ý oji léků p oti i o ý  o e o ě í . Také  to 
mohlo pomoci k t oře í ezpeč ější h i o ý h ekto ů. 
Samotné virové vektory od oze é od TMV, ale i od ji ý h i ů se za posled í h pá  let ohou těšit 
pečli é u zkou á í a eustálé u zlepšo á í. Te to t e d  se  udou osti e ěl ě it, p otože 
jsou stále í e a í e ko e č ě uží á . Věda se posled í do ou přiklá í k uží á í ekto ů d uhé 
ge e a e. Se zlepše í  jeji h last ostí a us ad ě í  příp a  á  do udou a ohou po o i 
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